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COMPOSmON COSMEnQUBCOMPRENANT UN EXTRATT LIPIDIQUBDE SKELETONEMA 



5 Uinvention conceme essendellement une composition cosmetique 

comprenant au moins une substance fevorisant la communication intercellulaire 
des cellules de la pcau, en particulter des keratinocytes, des fibroblastes, et des 
pre-adipocytes de la peau, en particulier &voiisant la fonnation dc connexine, 
utilisation et proc£d6 de traitement cosmetique. 

10 La recherche de moyens de lutte contre le vieillissement de Thomme 

mobilise de nos jours un grand nombre de chercheurs. C'est en particulier le cas 
dans le domaine de la cosmetique ou Ton cherche a lutter contre, ou au moins a 
ralentir, I'apparition des effets esthetiques et physiologiques du vieillissement 
cutane, tels que rides, perte d'elasticite de la peau, de couleur etc.. 

15 Le vieillissement de Tespece himiaine est caracterise par de nombreux 

troubles qui touchent les tissus vivants. Les maiques dc cc processus naturel sont 
aisement decelables sur un o^ane tel que la peau (Montagna, W.. & Carlisle, K. 
(1990). Structural changes in ageing skin. British journal of dermatology, 122 
(35), 61-70). Le vieillissement de la peau est une conjonction de deux 

20 phenomenes, un processus cellulaire intrinseque (genetique) associe au 
vieillissement dit extrinseque qui regroupe les agressions de Tenvironnement 
(Grove. G. L. (1989). Physiologic changes in older skin. Clinics in geriatric 
medicine. 5(1), 115-125). Les effets de la senescence sur le tissu cutane sont 
visibles principalement par la formation des rides. Celles-ci sont le reflet des 

25 changements importants qui ont lieu dans le denne et Tepiderme. L*homeostasie 
tissulaixe, importante pour la peau, est modifiee au cours du vieillissement Les 
jonctions communicantes participent a la regulation de Thomeostasie de la cellule, 
leur role dans le maintien de requihl)re physiologique de la peau est done 
important 

30 Les inventeurs ont mis en Evidence un effet du vieillissement sur la 

capacite fonctionnelle des cellules a communiquer entre elles, notamment par 
rintenn&iiaire des jonctions communicantes (JC) ou « gap junctions » (GJ), ainsi 
qu'un eflFet du vieillissement sur la quantity de connexine 43 presente dans les 
cellules, ns ont en efifet demontre que cq)acit£ fonctionnelle des cellules a 

35 communiquer entre elles, notamment par I'intennediaire des jonctions 
communicantes (JC) diminue avec Tage. Us ont egalement demontre que la 
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quantite de connexine 43 diminue avec Tage. Les inventeurs ont done montre 
rinteret d'utiliser des substances favorisant la communication intercellulaire, 
notanunent a travers les JC, pour lutter contre les signes du vieillissement cutane, 
en particulier pour ralentir leur apparition, n s'agit la d'tm nouveau moyen pour 
lutter contre le vieillissement cutane, en particulier contre les rides et la perte 
d*£lasticite de la peau. 

Les jonctions communicantes (JC) ou Gap Junctions (GJ), sont des 
structures proteiques transmembranaires pennettant le passage de petites 
molecules (<1000 Da) entre deux cellules (Watt, F. M. (1991). Intercellular 
communication via gap junctions. In L. A. Goldsmith (Eds.), Physiology, 
biochemistry, molecular biology of the skin (pp. 857-859). New Yoric Oxford : 
Oxford university press). Ces structures bexameriques sont appelees connexons 
qui sont eux memes formes de coimexines. 

Lorsqu'un contact intercellulaire est etabli, les connexons d*une cellule 
s*alignent bout k bout avec ceux de la cellule voisine, etablissant ainsi un canal 
jonctionnel (Goodenough, D. A., Golier, J. A., & Paul, D. L. (1996). Comiexins, 
coimexons, and cellular communication. Annual review of biochimistry, 65, 475- 
502). Ces jonctions communicantes (JC) permettent le maintien de Thomeostasie 
cellulaire et tissulaire. Les cormexines font partie d'une famille de proteines ayant 
cbacune des specificites tissulaires. La cormexine 43 est la proteine majoritaire des 
keratinocytes (Salomon, D., Saurat, J.-H., & P., M. (1988). Cell-to-cell 
commimication within intact human skiiL Journal of clinical investigation, 82, 
248-254). Dans la peau. les JC sont presentes dans toutes les couches de 
Tepiderme a Texception de la couche comee. 

D'autre part, il est connu que les molecules agissant sur le fonctionnement 
des cellules peuvent le fiure, soit en penetrant dans les cellules, soit sans penetrer 
dans les cellules, mais en se fixant a des r^cepteurs presents sur la membrane 
plasmique cellulaire, declenchant ainsi une sarie de reactions qui aboutirom i la 
liberation de petites molecules appelees « seconds messagers » dans le cytoplasme 
cellulaire. seconds messagers de petite taille, tel que par exemple FAMPc 
(3\5 -adenosine monophosphate cyclique), circulent d'une cellule a Tautre i 
travers les JC, transmettant ainsi rinformation d*une cellule a Tautre. H en est de 
meme pour les molecules de petites tailles penetrant dans les cellules, et capables 
de circuler d*une cellule k Tautre a travers les JC. Ainsi, en augmentant la 
conununication intercellulaire, notamment a travers les JC, les inventeurs ont mis 
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au point iin nouveau moyen pour favoriser et/ou augmenter I'activite d'un agent 
cosmetique. 

De plus, les inventeurs ont montre que, de maniere suipienante, 
TutilisatioD de la boldine, ou uidq)endamment, Ihitilisation d'extraits Upidiques de 
S Talgue Skeletonema costatum pennet de restauier la communication 
interceUulaire, notamment a travers les JC et permet 6galement d'augmenter le 
taux de connexine 43 presente dans les cellules de la peau, notamment dans les 
keratinocytes, les fibroblastes et des pre-adipocytes. 

Ainsi, la presente invention a pour but principal de resoudre le nouveau 
10 probleme technique consistant en la foumiture d*une nouvelle solution pour 
ameliorer I'efiicacite des compositions cosmetiques, en particulier pour lutter, ou 
au moins ralentir^ Tapparition des efifets esthetiques et physiologiques du 
vieillissement cutane, tels que rides, perte d'elasticite de la peaiu de couleur, etc.. 
Selon la presente invention, ce probleme technique a et^ r^solu povac la 
IS premiere fois, d*une maniere suipienante et non evidente, par la decouverte qu'une 
substance &vorisant la conomunication intercellulaire des kdratinocytes, des 
fibroblastes et des pre-adipocytes de la peau permet de foumir une composition 
cosmdtique ayant des propridtes ameliorees, en particulier pour lutter contre, ou au 
moins ralentir, I'^parition des efifets esthetiques et physiologiques du 
20 vieillissement cutane, tels que rides, perte d*£lasticite de la peau, de couleur, etc.. 

D*autre part, la presente invention a pennis de decouvrir egalement de 
maniere ihattendue et non evidente qu'une substance &vorisant la formation de 
connexine, en particulier de connexine 43, permet de preparer une composition 
cosmetique a efiRcacite accrue, en particulier pour lutter, ou au moins ralentir, 
25 r^parition piecitee des eifets esthetiques et physiologiques du vieillissement 
cutane* 

n a encore ete decouvert, selon la presente invention, de mani^ 
inattendue et non evidente, d*une part que la boldine et d'autre part, 
indipendanunent, quhm extrait lipidique de I'algue Skeletonema, notamment de 

30 Talgue Skeletonma costatum, en particulier un extrait lipidique total de ladite 
algue, &vorise la communication intercellulaire a travers les jonctions 
communiquantes des cellules de la peau, en particulier des keratinocytes, des 
fibroblastes, et des pre-adipocytes de la peaii, et permet ainsi de prepare une 
composition cosmetique a efiScacite accme, en particulier pour lutter contre ou 

35 ralentir Tapparition des eflets esthetiques et physiologiques du vieillissement 
cutane, ou pour lutter contre les surcharges adipeuses. 
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Ainsi, selon un premier aspect, la presente invention est relative a une 
composition cosmetique, caracterisee en ce qu*elle comprend, a titre d'ingredient 
actif, au moins une substance favorisant la communication intercelhilaire des 
cellules de la peau, en particulier des keratinocytes, des fibioblastes, et des pr6- 
S adipocytes de la peau. 

Selon un mode de realisation particulier de Tinvention, la composition est 
caracterisee en ce que ladite substance &vorisant la communication inteicellulaire^ 
favorise la conununication intercellulaire a travers les jonctions communicantes 
des cellules de la peau, en particulier des keratinocytes, des fibroblastes, et des 
10 pr^adipocytes de la peau. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de Tinvention, la 
composition est caracterisee en ce que ladite substance favorisant la 
communication intercellulaire, favorise la formation de connexine, en particulier 
de connexine 43. 

IS Selon encore un autre mode de realisation avantageux de Tinvention, la 

composition precitee est caracterisee en ce que ladite substance favorisant la 
conomunication intercellulaire comprend au moins un extrait lipidique de Talgue 
Skeletonema, notamment de Talgue Skeletonema costatum, en particulier un 
extrait lipidique total de ladite algue. 

20 n est rappele que Talgue Skeletonema, en particulier Skeletonema 

costatum (nommee SKC dans la suite du document), est une algue unicellulaire 
bien connue, du phylum des Chlorophytes, de Tembranchement des 
Chiysophycophytes, de la classe des Diatomophycees et de I'ordre des Centrales. 
Les Diatomophycees sont tres repandues dans les eaux douces, marines ou 

25 saumatres. La vie des especes de cette classe pent etre planctonique ou benthique. 
Le protoplasme est enferm^ dans un frustule siliceux. Skeletonema costatum 
(SKC) est une espece cosmopolite le plus souvent marine, que Ton trouve 
frequemment associee aux efflorescences phytoplanctoniques des eaux c6tiafes. 
Selon un mode de realisation avantageux de Tinvention* cet extrait 

30 lipidique est caracteris6 en ce qu'il s'agit d*un extrait obtenu par extraction de 
Talgue Skeletonema avec. un solvant alcoolique choisi parmi le groupe consistant 
de I'isopropanol, de Tdtfaanol, et du methanol 

Selon encore une variante de realisation avantageuse, Textraction est 
realisee sous reflux. 

35 Selon encore une variante de realisation avantageuse, I'algue est congelee 

avant d'etre extraite avec le solvant alcoolique, de preference la congelation etant 
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realisee a une temperature situee entre - 40°C et - lO^'C environ et pendant une 
duree comprise de preference entre 1 et 7 jours environ. 

Selon encore une variante de realisation avantageuse, Talgue congeiee est 
plongee directement dans le solvant alcoolique chaufi^* Le choc thermique permet 
en effet de faciliter la decantation de la silice (issue du squelette des cellules des 
algues). 

Selon encore une variante de realisation avantageuse, dans le cas d'une 
detraction avec un aicool alcalinise, Textrait de Talgue precit6 est obtenu aprte la 
succession des etapes suivantes : 

a) le solvant alcoolique est alcalinise jusqu'a un pH compris entre 10 
et 14, de preference a un pH egal a 13, par exemple avec une 
solution aqueuse d'hydroxyde de sodium ou avec une solution 
aqueuse d'hydroxyde de potassium, 

b) les insolubles sont elimines de la phase hydro-alcoolique, 

c) de Teau distillee est ajoutee a la phase hydro-alcoolique, 

d) la solution obtenue subit une extraction liquide-liquide avec un 
solvant apolaire non miscible avec la phase hydro-alcoolique, tel 
que par exemple Theptane, Thexane ou le cyclohexane, 

e) la phase contenant le solvant apolaire est eliminee, 

f) la phase hydro-alcoolique recuperee apres elimination de la phase 
contenant le solvant apolaire, est acidifiee jusqu'a un pH compris 
entre 1 et 3, de preference a un pH egal a 2, par exemple avec une 
solution aqueuse d'acide sulfurique ou avec une solution aqueuse 
d'acide chloriiydrique, 

g) la solution obtenue apres acidification subit une extraction liquide- 
liquide avec un solvant apolaire non miscible avec la phase hydro- 
alcoolique, tel que par exemple Theptane, I'hexane ou le 
cyclohexane, 

h) la phase hydro-alcoolique est eiiminee, 

t) la phase contenant le solvant apolaire recuperee apres elimination 
de la phase hydn>*alcoolique subit une evaporation afin d'obtenir 
une huile exempte de solvant apolaire, cette huile etant Textrait 
recherche. 

L'emploi d'un alcool alcalinise, puis acidifie permet d'obtenir un extrait aux 
caracteristiques visuelles et olfactives acceptables dans des con^)Ositions 
cosmetiques (couleur jaune, et odeur acceptable). 
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Selon encore \me vahante de realisation avantageuse« Textrait precit^ est 
obtenu par extraction au CO2 supercritique. 

Selon encore une autre variante de realisation avantageuse, avant toute 
autre operation d'extraction, on realise une maceration de Talgue dans le solvant 
5 alcoolique a temperature ambiante et de preference pendant une duree comprise 
entre 5 minutes et 80 minutes environ, et de preference encore, pendant une duree 
comprise entre 20 minutes et 40 minutes environ. 

Selon encore une autre variante de realisation avantageuse, la quantite de 
solvant alcoolique utilisee est comprise entre 0,1 litre et 20 litres environ de 
10 solvant, de preference comprise entre 2 litres et 10 litres environ de solvant, pour 
100 g d*algue, exprimes en poids sec d'algue. 

Selon encore une autre variante de realisation avantageuse, ['extraction 
peut-etre realisee sous atmosphere inerte, de preference sous amiosphere saturee 
en azote. Ceci permet d'eviter en particulier une degradation oxydative prononcee 
1 S des molecules actives. 

Le conditionnement de cet extrait lipidique est realise de preference sous 
gaz inerte tel que de I'azote afin de prot^ger les molecules actives. 

Selon encore une autre variante de realisation avantageuse, la composition 
precite est caracterisee en ce qu*elle comprend de 0,01% a 10% environ, et en 
20 particulier de 0,1% a 3% environ en poids dudit extrait lipidique de Talgue 
Skeletonema, notamment de Talgue Skeletonema costatum par rapport au poids 
total de la composition finale. 

Selon un deuxieme aspect, la presente invention conceroe aussi l\itiIisation 
d*au moins une substance favorisant la communication intercellulaire des 
25 keratinocytes, des fibroblastes, et des pre-adipocytes de la peau, conune agent 
cosmetique, eventuellement en presence dhm vehicule cosmetiquement 
acceptable. 

Selon un mode de realisation particulier de IHitilisation, celle-ci est 
caracterisee en ce que ladite substance fiivorisant la conununication intercellulaire, 
30 favorise la communication intercellulaire a travers les jonctions communicantes 
des keratinocytes, des fibroblastes, et des pre-adipocytes de la peau. 

Selon un autre mode de realisation particulier de Tinvention, la substance 
favorisant la communication intercellulaire fiivorise la formation de connexine, en 
particulier de connexine 43. 
35 Selon un autre mode de realisation de I'invention, la substance comprend 

au moins un extrait lipidique de Talgue Skeletonema, notamment de I'algue 
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Skcletonema costatum. en particulier \m extrait lipidique total de ladite algue, 
notamment tel que precedemment defini. Avantageusement, cet extrait precite est 
un extrait obtenu par extraction liquide-liquide entre xrn alcool alcalinise puis 
acidifie et un solvant apolaire non miscible avec la phase hydro-alcoolique, tel que 
5 par exemple I'heptane, Thexane ou le cyclohexane. 

Selon un autre mode de r&disation de Tinvention, la substance &vorisant la 
conununication inteicellulaire des cellules de la peau est la boldine, produit qui 
repond a la fonnule ci-dessous : 




avantageusement les compositions de Tinvention qui renferment ladite boldine, en 
renferment a raison d'environ 0,001 a 10 %, avantageusement 0,01 4 1 %, en 
poids. 

Selon un troisieme aspect, la presente invention couvre aussi un pToc6d& 

IS pour fevoriser et/ou augmenter Tactivite d*un agent cosmetique agissant 
directement dans la cellule ou par Tintenn^aire de seconds messagers 
intracellulaires, caract6ris6 en ce qu'il comprend I'application simultanee ou 
preliminaire a celle dudit agent cosmetique, sur les zones de la peau concemee 
dhine personne en ayant besoin, d*une quantite efficace d'au moins une substance 

20 &vorisant la communication intercellulaire, en particulier une substance favorisant 
la communication intercellulaire telle que precedemment definie. 

Selon un quatrieme aspect, la presente invention couvre aussi un proced^ 
de traitement cosmetique anti-vieillissement de la peau, caracterise en ce qu*il 
comprend Fapplication sur les zones de la peau concemee d'une personne en ayant 

25 besoin, d'une quantite efficace d*au moins une substance favorisant la 
communication intercellulaire, pour obtenir un efifet anti-vieiUissement sur 
lesdites zones de la peau, notamment pour ameliorer la fermet6 cutante, ameliorer 
r£lasticit6 de la peau, retarder I'apparition des rides ou diminuer leur profondeur, 
en particulier une substance fevorisant la conununication intercellulaire telle que 

30 pr6c£demmentd£finie. 
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Les exemples qui siiivent soot donnes a titre puiement iUiistratif de 
rinvendon, en reference aux dessins annexes dans lesquels : 

* la figure 1 represente la courbe de modulation de la communication 
intercellulaire en fonction de Tage des donneurs. EUe est obtenue a partir de 
S keratinocytes isoles chez des donneurs d*ages difiKrents par une mithode dite 
d'^gratignure-chargement La courbe est exprimee en fonction du rapport de la 
surface fluorescente sur la surface totale, en ordonnee, et en fonction de r§ge des 
donneurs, en aimees, en abscisse. « r » est le coefficient de correlation ici egal a 
0 J6. Les mesures obtenues avec des donneurs jeunes sont representees par des 
10 Carres pleins avec I'^cart type et les mesures noties avec des cercles blancs ont ete 
obtenues sur des doimeurs ages, avec egalement Tecart type, 

Cette figure est a lire en relation avec le tableau I (Exemple I). 

- de meme, la figure 2 repr^ente encore une courbe de modulation de la 
communication intercellulaire en fonction de I'age des donneurs, obtenue par ime 

IS methode de micro-injection, mais cette fois ci exprimee en fonction du nombre de 
cellules marquees de keratinocytes, en ordonnee, et en fonction de Tage exprim^ 
en aimees, en abscisse, r represente encore le coefficient de correlation ici egal a 
0,91 et les mesures obtenues avec les donneurs jeunes etant not£es avec des carrfis 
noirs, avec leur ecart type, tandis que les mesures obtenues avec les donneurs 

20 agees sont notees avec des cercles blancs, avec leur ecart type, 

Cette figure est a lire en relation avec le tableau II (Exemple I), 

- la figure 3 represente revolution du taux de connexine 43 mesiu^ chez 
des keratinocytes de donneurs d'ages differents, obtenu en cytometric en flux, 
exprime en fonction du pourcentage de marquage en ordoimee et en fonction de 

25 Tage des donneurs (en annees), en abscisse, avec un coefficient de correlation r 
egal ici a 0,82. Les mesures obtenues avec les donneurs jeunes sont notees avec 
des Carres noirs avec leur ecart type, et les mesures obtenues avec des doimeurs 
igees sont not6es avec des cercles blancs, avec leur ecart type, 

Cette figure est a lire en relation avec le tableau in (Exemple I), 

30 - la figure 4 represente les resultats de modulation de la conomunication 

intercellulaire chez des keratinocytes humains normaux, notes KHN, chez 
differents donneurs traites ou non avec un extrait lipidique de Talgue Skeletonema 
costatum, en abrege SKC, representes sous forme d*histogrammes, primes en 
fonction d\uiite relative de diffusion en ordonnee, le baton blanc etant obtenu avec 

35 des KHN temoins et le baton grise etant obtenu avec des KHN traites avec un 
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extrait lipidique de Talgue Skeletonema costatum a une proportion de 
2,5 jig/ml/24h, in vitro, 

Cette figure est a lire en relation avec le tableau VI (Exemple IE), 

- la figure S represente la mesure par la technique de micro-injection, de la 
5 modulation de la conunimication int^pcellulaiie chez des keiatinocytes humains 

normaux (en abrege KHN) chez differents donneurs traites ou non avec un extrait 
lipidique de Talgue Skeletonema costatum, en abrege SKC, avec en ordoimee le 
nombre de cellules marquees, les resultats avec les KHN temoins, non traites, 
etant montres avec un baton blanc dit "t£moin", et les KHN traitSs avec un extrait 
10 lipidique de Talgue Skeletonema costatum ou SKC a la dose de 2,5 tig/ml/24h 
etant representes par un baton noir« dite traites, 

Cette figure est a lire en relation avec le tableau V (Exemple HI), 

- la figure 6 represente encore un histogramme, obtenu a partir de resultats 
mesuj:es en cytometric en flux, de la modulation de la quantite de connexine 43 

15 par rapport a leurs temoins respectifs de donneurs d*ages difS^rents traites avec 
Textrait lipidique de Talgue Skeletonema costatum, en abrege SKC, a la dose de 
2,5 ^g/ml/24h, avec en ordonnee le pourcentage d'augmentation par rapport a 
leurs temoins respectifi, et en abscisse Tage des donneurs, en annto. 

Cette figure est a lire en relation avec le tableau VI (Exemple m), 
20 D'autres avantages de Tinvention apparaitront au vu de la description et des 

exemples qui suivent 

Sauf indications contraires, les proportions donnees dans les exemples de 
compositions sont exprimes en pourcentage en poids. 

25 Exemple I - Mise en Evidence de la diminution de la fonctionnalitf de la 
communication interceilulaire par Jonctions Communicantes fCIJQ avec 
race et de la diminution de la quantity de connexine 43 avec Tage* 

LI- Materiel et methodes 

30 

LLU Culture de keratinocvtes humains normaux 

Les cultures de keratinocytes humains normaux (KHN) sont realisees a 
partir de prelevements de peau. 

Le prelevement est dans un premier temps nnc& 4 fois dans du PBS 
35 (Phosphate Buffered Saline - Sigma) (tubes 50 ml), n est ensuite decontamine en 
le trempant dans deux bains successifs d'ethanol a 70% pendant 30 secondes. 
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Lorsque le prelevement est decontamine, il est place dans une boite de petri 
contenant du PBS. On decoupe alors des bandelettes de 1 mm de largeur en 
prenant soin d'eliminer im maximirai de tissu adipeux et de derme. Les 
bandelettes sont placees au fur et a mesnre dans ime boite de petri contenant du 
5 PBS. 

Four pouvoir r^cup^rer les keratinocytes de Tepiderme, on place les 
bandelettes pendant 4h a 3TC dans une solution de trypsine a O^SVo dans du 
PBS. 

On dissocie ensuite le derme de T^pidenne par grattage des bandelettes au 
10 scalpel, les cellules epidenniques obtenues sont mises en suspension dans un tube 
contenant du milieu DMEM (Dulbecco Modified Eagle Medium - Gibco) + 10% 
de SVF (Serum de Veau Foetal - Eurobio). Apres homogeneisation de la 
suspension, on elimine la partie superiicielle constituee de cellules de la couche 
comee et on filtre sur un tamis. 
15 La partie filtree est centrifugee pendant 5 minutes a 176 g. Le culot est 

repris avec du milieu KHN-D (DMEM + 10% SVF + hydrocortisone 0,4 jig/nd + 
EGF 10 ng^ml + toxine cholerique 10"^). Les cellules sont comptees puis 
ensemencees a 15x10^ cellules/flacon. 

Apr^s 24h de culture, le milieu est change, les cellules sont rinc^es avec du 
20 PBS et on utilise pour la suite de la culture du milieu de proli&ration K-SFM 
(Gibco). 

Les keratinocytes se rq>iquent de manieie tout a fiut classique, mais il est 
necessaire de les repiquer a 60-70% de la confluence pour qu'ils gardent leuis 
capacites a proliferer. Ainsi, lorsque l^ cellules sont a 60-70% de la confluence, 

25 le milieu d*entretien est elimine et le tapis cellulaire est rinc6 avec du PBS. Les 
cellules sont mises en presence de 3 ml d'lme solution de trypsine-EDTA, puis 
lorsque les cellules se detachent, la trypsine est inhibee par du milieu avec 10% de 
SVF (Eurobio). La suspension cellulaire est homogeneisee, recuperee puis 
centrifugee & 20 g p»dant 5 minutes k temperature ambiante. Le culot ainsi 

30 obtenu est repris avec du milieu seul. Pour Tentretien, Tensemencement se fait 
comme prec6denam«it a 1 0^ cellulcs/75 cm^ dans des flacons vcntilcs et conserves 
dans les conditions cities plus hauL La confluence est obtenue au bout d'une 
dizaine de jours et les cellules peuvent etre amplifiees pendant 6 a 7 passages. 

Dans le cas ou Ton souhaite tester Tactivite d'une substance sur ces 

35 keratinocytes, on efifectuera les test a partir du milieu de culture avec 
keratinocytes, au moment de la confluence dtoite ci-dessus. 
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LL2- Egrarignure-Chargement ou en anglais " Scrape loading" 

Cette technique a ete developpee en 1987 par Teqmpe de Trosko (El-Fouiy, 
M. H., Trosko, J. E., & Chang, C.-C. (1987). Scrape loading and dye transfert a 
rapid and simple technique to study gap junctional intercellular communication. 

5 Experimental cell research, 168, 422-430). Elle repose sur Tutilisation d'un 
colorant, le Jaune de Lucifer (Lucifer Yellow - Sigma) de Poids Moleculaire (PM) 
= 457,2. Cette molecule (un aminophtalimide) est hautement fluorescente et ne 
difiiise qu*a travers les jonctions communicantes. Cette molecule ne passe pas a 
travers la membrane plasmique de cellules intactes. La couche cellulaiie est 16see 

10 a Taide d'un scalpel, ceci permettant au colorant Vacc&s aux Jonctions 
communicantes. 

Les cellules a confluence sont rincees avec du PBS (Sigma) avant 
Taddition du colorant 2 ml de Jaime de Lucifer (Sigma) a 0,05% dilues dans du 
PBS sont deposes sur les cellules et T egratignure (scrape) " a lieu a temperature 

15 ambiante. Six egratignures (scrapes) sont efifectuees dans des boites de 60 mm. 
Les cellules sont laissees en presence du colorant pendant 5 minutes, puis celui-ci 
est retire et r£cup£r6. Les cellules sont alors rincees avec du PBS, afin d*£liminer 
Texces de fluorescence. Biles sont fix^s a Taide de Paraformaldehyde (PFA) a 
3% pendant 10 minutes. Les cellules sont a nouveau rincees avec du PBS, et apres 

20 le rin9age, 2 ml de PBS sont laiss&s dans les boites. 

Ensuite, les boites sont observees grace a un microscope inverse i 
fluorescence muni d*une camera qui permet Tacquisition des images. Six ou huit 
photos sont prises pour chaque boite et sont ensuite anaiysees avec un logiciel 
d'analyse damage (Perfectimage, Iconix). On quantifie alors, la fluorescence 

25 correspondant a la surface occupee par le Jaune de Lucifer dans les couches 
cellulaires. Pour cela, on dispose un rectangle de taille predefinie au niveau de la 
zone a etudier. L'ordinateur calcule et donne le rapport des sur&ces : Surface 
fluorescente / Sur&ce totale. Plus le rapport est eleve, plus la capacite des cellules 
k communiquer entre elles est grande. 

30 

LI. 3- Micro^iniection 

La preparation des cellules est semblable a celle utilisee par la technique 
d*egratignure-chargement ou en anglais "scrape-loading**. 

Grace a la precision de cette technique, le Jaune de Lucifer (10% dans 0,33 
35 M LiCl) est injecte directement dans une cellule, uniquement a Taide d*un 
capillaire relie a un micromanipulateur (Leitz). L*injection est controlee par un 
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injecteur automatique (Tranjector 5246, Eppendorf), et dure 1 seconde avec une 
intensite de 10335 HPa. Les injections se font sous microscope inverse (20X) en 
contraste de phase (Microscope Leica, Ruovert FU). On realise une vingtaine 
d'injections dans une boite de petri de 60 mm. 
S Apihs la fixation des cellules avec du paraformaldibyde k 3%, les cellules 

sont rincees avec du PBS. L'observation et le comptage du nombre de cellules 
marquees sont ensuite realises. 

LI .4- Cvtometrie en flux 

10 Lorsque la confluence est atteinte, le milieu de culture est enlevS et les 

cellules sont rincees 2 fois avec du tampon PBS- Ensuite, elles sont trypsinees a 
raide d*un melange de tiypsine a 0,1% et d'EDTA a 0,02%. L'inhibition de la 
trypsine s'efFectue avec du milieu de culture additionne de 10% de SVF. Un 
comptage du nombre de cellules a lieu, afin d'ajuster celui-ci a 10^ cellules par 

15 tube. La suspension cellulaire est centrifugee a 176 g pendant 5 minutes et le culot 
est repris dans 100 ml de PBS. On fixe les cellules avec du PFA k 3% pendant 25 
minutes i 49C, Pour iliminer le PFA, les cellules sont a nouveau centrifiigees a 
176 g pendant 5 minutes.et rinc^s 2 fois dans du PBS. 

Le tampon, dans lequel les anticorps sont pr6par6s, se compose de PBS, de 

20 1% de SVF et de saponine (Sigma) a 0,2%, detergent qui induit une microporation 
de la membrane, mais qui n'abime pas la cellule. Ce detergent est utilise afin de 
gard^ intacte et de quantifier la connexine 43 intracytoplasmique mais aussi 
transmembranaire (Coomiunication personnelle, R. Mouawad, Hdpital Salpetriere 
-Paris). 

25 Uanticorps primaire utilise est Tanti-connexine 43 (Zymed, AC 

monoclonal fait chez la souris). La concentration de I'anticorps primaire doit etre 
13 t^g/ml (1/750^. L'incubation est de 45 minutes a 4''C. Afin d*eliminer I'exces 
d'anticoips, les cellules sont centrifiigees et rincees avec le tampon servant a la 
preparation des anticorps (PBS, saponine et SVF). Elles sont alors mises en 

30 presence de I'anticorps secondaire anti-souris coupl6 i la fluoresc6ihe, i la dilution 
de 1/50^ (Jackson Immunotech). Apres l'incubation avec le deuxieme anticorps, 
les cellules sont centrifiigees et rincees, puis rq)rises dans 1 ml de tampon (PBS, 
saponine, SVF). 

On mesure Tintensit^ de fluorescence dans les KHN traites comme decrit 
35 ci-dessus et dans des KHN qui n*ont pas et& mis en presence de Tanticorps 
secondaire anti-souris couple a la fluoresceine, avec un cytometre en flux (Epics 
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profile n de chez COULTRONIC), les mesur^ sont traitees et comparees par un 
logiciei (Phoenix flow system soft de chez COULTRONIC), qui nous donne une 
valeur mesure dans une unite arbitiaire donnee par la machine, que nous 
appelons : taux de marquage de la connexine 43 dans les KHN, qui reflete la 
S quantite de connexine 43 par KHN (en moyenne). 

L2- Resultats 

L2.1- Evaluation de la fonctionnalit^ de la Commmiicatton Intercellulaire par 
Jonctions Communicantes (CUO ou Gap Junctional Intercellula r rnmnmnication 
10 (GJIC) en fonction de Tace des donneurs. 

L2>L1- Eeratignure-Chargement ou "Scrape-Loading" (Figure H 
L'etude a ete menee sur 9 donneurs ages de 40 a 75 ans. 

15 Tableau I 

Modulation de la commimication intercellulaire 

en fonction dc Tage des donneurs. 



Age des donneurs 

(annees) 


surfece fluorescente/suiface totale 

(Moyenne) 


Ecaittype 


40 


0.41 


0,06 


41 


0,40 


0,05 


43 


0.60 


0,07 


47 


033 


0,14 


48 


0,10 


0,08 


67 


0,31 


0,06 


68 


0,33 


0,08 


70 


0,25 


0,05 


75 


0,21 


0.04 



On pent observer dans les resultats montres dans le tableau I, et sur la 
figure 1 (en annexe), que la communication intercellulaire diminue en fonction de 
20 I'age des donneurs, la capacite des keratinocytes a communiquer semble etre 
inversement proportionnelle a Tage des donneurs. 

Le coefScient de correlation est de 0 J6. 



25 
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1,2. L2' Microinjections (Figure 2^ 

L'etude a et6 menee sur les memes donneurs que pour Tegratignure 
chargement ou "^scrape-loading", excepte le donneur de 43 ans. 

5 Tableau n 



Modulation de la communication intercellulaire 
en fonction de Tage des donneurs 



Age des donneurs 
(annees) 


nomine de cellules naarquees 
(Moyenne) 


Ecarttype 


40 


15,1 


3,6 


41 


16.9 


5,4 


47 


11,8 


3.2 


48 


10,1 


2a 


67 


8,6 


2,7 


68 


8.7 


2.6 


70 


5.9 


2,4 


75 


6,8 


1,7 1 



10 

A la lecture des resultats montr^s dans le tableau n et sur la figure 2 (en 
annexe), nous observons une CUC inversement pioportionnelle a I'age, mais avec 
cette technique plus precise que regratignure-chaigement ou ''Scnq)e-Loading", le 
coefficient de correlation est de 0,91. 
IS Les deux techniques, egratignure-chargement ou '*Scrape-Loading" et 

Micro-injections, donnent des resultats qui vont dans le meme sens : la 
fonctionnalite de la CUC diminue avec Tage de maniere tres significative. 

1.2.2- Evaluation de Teffet de Taec sur la quantite de connexine 43 (Figure 3) 

20 

Cvtometrie en flux : 

L'etude a ete menee sur les memes donneurs que pour TSgratignure- 
chargement ou "scrape-loading", excepts le donneur de 43 ans et le donneur de 
75 ans. 

25 
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Tableau in 

Taux de maiquage de la connexine 43 dans les KHN, mesuies chez des 
k^ratinocytes de donneurs d'ages difKrents. 



Age des donneurs 
(annees) 


Taux de marqxiage de la connexine 43 
dans les KHN (Moyenne) 


Ecarttype 


40 


55,1 


4,7 


41 


54,5 


7,5 


47 


42,1 


2,5 


48 


28,9 


1,8 


67 


19.1 


0,8 


68 


27,1 


7,1 


70 


25,6 


2.0 



S On observe dans le tableau m et sur la figure 3 (en annexe) une diminution 

du taux de connexine 43 en fonction de Page, la quantite de connexine 43 
apparaissant etre inversement proportionnelle a Fage des donneurs. 
Le coefficient de correlation est de 0,82. 

10 Ces resultats mettent en evidence un effet du vieillissement sur la capacite 

fonctionnelle des cellules a conununiquer entre elles, notamment par 
rinteimediaire des jonctions conununicantes (JC) ou « gap junctions » (GJ), ainsi 
qu'un effet du vieiUissement sur la quantite de connexine 43 pr^sente dans les 
cellules, ns montient, en effet, que capadtd fonctionnelle des cellules a 

IS conununiquer entre elles, notanunent par rintennediaire des jonctions 
conununicantes (JC) diminue avec Tage. Ds montrent egalemrat que la quantite de 
connexine 43 diminue avec Tage. 

Les inventeurs ont done montre Tinteret d'utiliser des substances favorisant 
la communication intercellulaire, notanunrat a travers les JC, pour lutter contre 

20 les signes du vieillissement cutane, en particulier pour ralentir leur apparition. lis 
ont done mis au point im nouveau moyen pour lutter contre le vieillissement 
cutane, en particulier contre les rides et la perte d^elasticit^ de la peau. 

Les inventeurs ont done egalement montre Tintergt d'utiliser des 
substances favorisant la communication interceUulaire, notanunent k travers les 

25 JC, pour fevoiiser et/ou augmenter Tactivitd d'un agent cosmetique. lis ont done 
mis au point un nouveau moyen pour fiivoriser et/ou augmenter Tactiviti d*un 
agent cosmetique. 
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Exempte 11 - Obtention d'extraits lipidiaues de Talgue Skeletonema 
costatnm, 

n.l - Extraction a risopropanoK suivant un premier procede 
S De preference, Vensemble de I'extraction sera realise sous atmosphere 

inerte (saturation en azote) afin d'6viter une degradation prononcie des molecules 
actives. 

Dans cette preparation, nous utilisons 250 kg de biomasse (Skeletonema 
costatum^. 

10 Les algues, qui ont ete congei6es a -20'^C, sont plongees dans de 

risopropanol (IP A) sous reflux a 80-83^C, et ce sous agitation. Le choc thermique 
permet de &ciliter la decantation de la silice (issue du squelette des cellules des 
algues). 

La quantite de solvant utilisee est de 10 litres dlPA pour 1 litre d'eau 
IS contenue dans la biomasse. Dans cette preparation, pour un pourcentage de 
matiere seche de 30%, les 250 kg de biomasse representent une quantity de 
mati&e seche de 75 kg et 175 kg d'eau. La quantite dlPA engagee est ici de 
1925 kg. 

L'ensemble (biomasse + IP A) est porte sous reflux pendant une demi-heure 
20 sous agitation a environ SO'^C, avant d'etre refroidi vers SO^'C. 

Apres le refiroidissement de la masse reactionnelle vers SO^C, I'extrait est 
trans&re dans un filtre de type GUEDU afin de realiser la separation biomasse 
epuisee / extrait lipidique sous IP A. 

L'extrait lipidique est concentre dans un reacteur batch (Facteur de 
25 concmtration - 7 1 ,5). 

Le rendement par rapport au poids sec de cette premiere etape est de 28 % 
en huile brute. 

Pour commencer la seconde etape, I'extrait lipidique est repris dans de 
llPA a fioid a raison de 10 kg de solvant pour 1 kg d'huile. Uagitation est 
30 prolongee pendant 20 minutes. Le jus est ensuite filtr6 (ceci permet d*£liminer la 
boue collante r^siduelle). 

Le traitonent de decoloration et de desodorisation est realise en deux 
batchs dans un reacteur schott de 80 litres et dure 30 minutes a temperature 
ambiante. La quantite de zeolithe (ABSENT 2000, foumisseur UOP) ajoutee est 
35 de 0,94 kg et celle de charbon actif (CXV, foumisseur CECA) est de 1,6 kg. Le 
rapport charbon sur zeolithe est de 1,7. 
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La zeolithe et le charbon sont ensuite elimines par filtration sur papier. 

Le rendement par rappon au poids sec de cette seconde etape est de 37%. 

Ainsi, le rendement global en huile pour Tensemble du pn)c6d6 est de 10% 
par rapport au poids sec de biomasse. 
S Des antioxydants (du DL a-tocopherol a 0,05% final en poids et du 

palmitate d'ascorbyle a 0,05% final en poids) sont incorporis par une solution 
mere dans de IIP A. 

Le filtrat et les antioxydants sont ensuite concentres en batch jusqu'a 
Tobtention d*une huile de couleur brune. 
10 Le conditionnement de cet extrait lipidique (sous forme d*huile) est realise 

sous gaz inerte tel que de Tazote. 

Cette huile sera nommee ci-apres : Textrait lipidique El de SKC. 

n.2 - Extraction a Tcthanol suivant un second orocedc 

15 

L^extraction debute par une dispersion de 49,8 kg de biomasse vegetale 
congel6e a 29% en masse s&:he dans 539 kg d'£thanol & 96%, alcalinises par 9 kg 
de solution aqueuse sodique a 30,5%. Apres une maceration de 30 minutes a 40^C 
sous reflux et sous atmosphere azotee, Tensemble est refioidi i 18X. 

20 Les insolubles sont alors separes par essorage sous azote et sont elimines. 

Les 573,9 kg de filtrat sont additionnes de 151 kg d*eau distillee. 
L'ensemble est agite lentement pendant 10 minutes pour etre ensuite afBront6 k 
162 kg d'heptane. L*epiphase heptanique de la partition liquide/liquide est 
eliminee. Notons que Thypophase contient les acides gras sous fonne saline. 

25 L'operation est repetee deux autres fois. 

Les 756 kg de solution relative a Thypophase precedenunent citee sont 
acidifies par ajout de 2,8 kg d*acide sulfiirique pour obtenir un pH de 2,2. 
L*ensemble est agit6 10 minutes sous azote pour etre ensuite affionte a 158 kg 
d'heptane. Les acides gras fibres sont extraits des 147 kg constituant la premiere 

30 epiphase heptanique de cette nouvelle partition Uquide/Uquide. L*operation est 
repetee cinq autres fois pour recuperer au total 697 kg de phase heptanique. Cette 
phase evaporee a sec a Tevaporateur rotatif puis par distillation moleculaire 
foumit I'extrait actif soit une quantite representant 1,1 kg d'huile. 
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L^buile produite est liquide, homogene et possede une couleur jaune 
foncee. 

Cette huile sera nominee ci-apres : I'extrait lipidique E2 de SKC. 

S Exemole III - Evaluation de Pcffct d*nn cxtrait llpidiaue de ralcne SKC sur 
la Commnnication Interceilulaire oar Jonctions Commanlcantes (CIJQ ct le 
taux de connexine 43 sur des KHN de donnenrs Sgfa, 

L'extrait lipidique de Talgue SKC utilise dans cet example est Textrait 
lipidique E2 de SKC obtenu suivant le precede d*extraction a TSthanol d^t ci- 
10 desstis. 

Les etudes d6crites ci-dessous ont et6 realisees egalement avec Textrait 
lipidique El de SKC (resultats non montres), avec des resultats comparables a 
ceux decrits ci-dessous et obtenus avec Textrait lipidique E2 de SKC. 

Les etudes sont realises sur des Keratinocytes Humains Nonnaux (KHN) 

IS obtenus suivant le protocole decrit dans Texemple I (Ll.l - Culture de 
Keratinocytes Humains Nonnaux). A la dif£§ience des temoins, les KHN traites 
avec Textrait lipidique El ou E2 de SKC (au moment ou la culture est en 
confluence) sont mis en contact d*une quantity « x » dudit extrait exprimee en fig 
par millilitre de milieu de culture et pendant 24 heures (x ^g/ml/24H) avant de 

20 subir des evaluations realisees avec les techniques d*Egratignure-Chargement, de 
Micro-injections, ou de Cytometric en flux, suivant les protocoles decrits dans 
Texemple I (respectivement 1.1.2, 1.1 J, LI. 4). 

• Epratimure-Chargement ou "Scrape-Loading" (Figure 4) 
25 L'dtude a ete realisee sur les Keratinocytes Humains Nonnaux (KHN) de 4 

doimeurs ages de 60 a 79 ans. 
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Tableau IV 

Modulation de la communication intercellulaire chez des KHN de 
difif(§rents donneuis traites avec des extraits lipidiques (E2) de SKC mesure 
S parlamedioded'egFatignure-chargement 



Donneurs 


Traitement et doses 


Extraits lipidiques (E2) de SKC 


Tdmoin 


Age 


Dotmees 


1.25jig/ml 


2,5 |ig/ml 


5 iig/ml 


0 


63 ans 


R (moyenne) 


0,55 


0.53 


0,50 


038 


Ecart type 


0,05 


0,07 


0,04 


0,07 


79ans 


R (moyenne) 


0,53 


0.54 


0.59 


0,42 


Ecart type 


0,06 


0.06 


0.11 


0,07 


60 ans 


R (moyenne) 


0,51 


0.54 


0,57 


0,38 


Ecart type 


0,07 


0,06 


0,05 


0,06 


73 ans 


R (moyenne) 


0,61 


0,56 


0,65 


0,49 


Ecart type 


0,05 


0.07 


0,07 


0,04 



Ou « R » est le rapport de la surface fluorescente sur la surface totale. 



10 Les resultats montres dans le tableau IV et la figure 4 (en annexe) 

demontrent que les extraits lipidiques de SKC induisent une augmentation de la 
cue chez les donneurs ages (p<0,0001-test de student). 

U y a done luie restauration de la conununication cellulaire par les extraits 
lipidiques de SKC» a peu pres au meme niveau que les KHN de donneurs jeunes. 
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> Micro-iniections (Figure 5) 

L'etude a ett realisee sur 12 donneuis ages de 49 a 79 ans. 

Tableau V 

Modulation de la communication inteicellulaire chez des KHN de 



Donneurs 


Traitement et 
Extrait lipidique 
(£2)deSKC 


dose 
Temoin 


Age 


Donnees 


2,5 ug/ml 


0 


49 ans 


nombre de cellules marquees (moyenne) 


15,9 


7,7 


Heart type 


1,5 


2.0 


52 ans 


nombre de cellules marquees (moyenne) 


21,4 


10,9 


Ecarttype 


2;6 


2,1 


SS ans 


nombre de cellules marquees (moyenne) 


19,0 


8,7 


Ecarttype 


2,2 


1,2 


55 ans 


nombre de cellules marquees (moyenne) 


13,9 


8.6 


Ecarttype 


2,8 


2,1 


59 ans 


nombre de cellules marquees (moyenne) 


13,1 1 5,3 


Ecarttype 


1,7 


0,9 


59 ans 


nombre de cellules marquees (moyenne) 


23.4 


11.0 


Ecarttype 


43 


1.9 


60 ans 


nombre de cellules marquees (moyenne) 


12,4 


8,4 


Ecarttype 


1,7 


1.9 


61 ans 


nombre de cellules maiqu6es (moyenne) 


13,8 


8.1 


Ecarttype 


1.4 


1.8 


62 ans 


nombre de cellules marquees (moyenne) 


19,6 


10,0 


Ecarttype 


3,9 


2.9 


65 ans 


nombre de cellules marquto (moyenne) 


23,9 


10,9 


Ecarttype 


3,5 


2,7 


71 ans 


nombre de cellules marquees (moyenne) 


9,5 


4.1 


Ecarttype 


U 


1.2 


79 ans 


nombre de cellules marquees (moyenne) 


13,9 


8.3 1 


Ecarttype 


1,9 
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On observe une augmentation d*xm facteur 2 du nombre de cellules 
marquees (p<0,000l-lest de student). Les extraits lipidiques de SKC induisent 
done une restauration de la CUC des cellules de donneurs ages a peu pres au 
niveau de la CUC des cellules de donneurs jeimes. 

5 

♦ Cvtometrie en flux f Figure 6) 

L*etude a £te realisee sur 6 donneurs de 49 a 60 ans. 

Tableau VI 

10 

Modulation de la quantite de connexine 43 apres traitement avec Textrait 
lipidique (E2) de SKC a 2^ ^g/nil/24h mesuiee en Cytometric en Flux. 



Ages des donneurs 
(annees) 


Pourcentage d'augmentation de ia quantite de 
connexine 43 par rapport aux t^moins respecti& (%) 


49 


31,5 


52 


25,5 


55 


30,8 


59 


11^ 




19,0 


1 60 


35,2 



IS On observe une augmentation moyemie de 2S»6% du maiquage des cellules 

traities par rapport aux cellules temoins. 

Les extraits lipidiques de SKC induisent une augmentation de la quantity 
de connexine 43. 

Les resultats obtenus avec les diflerents moyens d'evaluation de TefTet 
20 d*extraits lipidiques de Talgue Skeletonema costatum sur la communication 
intercellulaire, notamment a travers les JC et sur le taux de connexine 43, realisees 
sur des KHN de donneurs ages, montrent que Tutilisation d'extraits lipidiques de 
Talgue Skeletonema costatum permet de restaurer la communication 
intercellulaire, notamment a travers les JC et permet egalement d*augmenter le 
25 taux de connexine 43 presente dans les KHN. 

Ces resultats montrent Tinteret d'utiliser des extraits lipidiques de I'algue 
Skeletonema costatum dans des compositions cosm^tiques pour lutter contre les 
signes du vieillissement cutane, en particulier pour ralentir leur apparition. Les 
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inventeuis ont done mis au point un nouveau moyen pour lutter contre le 
vieillissement cutane, en particulier contre les rides et la perte d*elasticite de la 
peau. 

De pins, les resultats obtenus ci-dessus, montrent rinteret de Tutilisation 
S d'extraits lipidiques de Talgue Skeletonema costatum dans des compositions 
cosmetiques pour &voriser et/ou augmenter Tactivite d'autres agents cosmitiques 
agissant directement dans la cellule ou par Tintermediaire de seconds messagers 
intracellulaires, et present ou non, dans la meme composition cosmetique que les 
extraits lipidiques de SKC 

10 

Example IV : Evaluation de Tefffet de la boldine oar le test d'feratignure- 
chargement ou "scrape-loading" 

L'etude a ete realisee sur des keratinocytes humains nonnaux (KHN). Les 
concentrations utilises sont : 12,5, 25, 50, 100 et 200 mM. Les incubations sont 
15 de 24h dans le milieu de culture. Le tableau ci-dessous resume 1^ valeurs de 
surface de diffusion mesurees. 



Tableau VII 



1 Concentration de boldine (mM) | temoin 


15,5 


25 


50 


100 


200 


Sin&ce moyenne de difiusion | 0,46 
Ecarttype | 0.07 


0,47 
0.06 


0,51 
0,04 


0,574 
0.03 


0,512 
0.66 


0,39 
0.08 



20 

Comme on pent le voir dans le tableau VII, la dose qui sonble la plus 
efiBcace pour augmenter la fonctionnalit6 de la CDC est 50 mM/24h. L'analyse 
statistique des donnees montre que seule cette concentration permet d'obtenir une 
difference reellement significative de Taugmentation de la CUC par rapport aux 
25 KHN non trait^s. Les resultats du tableau Vn laissent envisager un efifet dose de la 
boldine sur la CUC. 
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Exemple V ! Crtme de jour pour ie visage, anti-age 



Glyceryl stearate + PEG-100 st&irate 


6,00% 


Squalane 


3,00 % 


Polyisobutene hydrogene 


3,00% 


Tricaprylate/caprate de glycerol 


3.00% 


Glycerine 


2,00 % 


Methoxycinnamate d'octyl 


2,00% 


Cire d'abeille 


1,50% 


Octanoate de cetostearyl 


1,50% 


Alcool cetylique 


1,00% 


Alcool steaiylique 


1,00% 


Dimethicone 


1,00% 


Extrait lipidique E2 de SKC 


1,00% 


Gomme Xanthane 


0,20% 


Carbomer 


0,15 % 


Neutralisant 


qs. 


Conservateurs 


qs. 


Parfiim, Colorants 


qs. 


Eau 


qsp 100,00 % 



Exemple VI ; Emubion-gel nonr le visage, anti-rides 

5 



Glycerine 


5,00% 


Caprylic/capric/Succinic triglycerides 


3,00 % 


Extrait lipidique E2 de SKC 


2,00 % 


Methoxycinnamate d'octyl 


1,00 % 


Acrylates/ClO-30 alkyi acrylate 
crosspolymer 


0,50% 


Hydroiysat de protiine de bl£ 


0,50% 


Dimethicone copolyol 


0,50% 


Neutralisant 


qs. 


Conservateurs 


qs. 


Parfimu Colorants 


qs. 


Eau 


qsp 100,00 % 
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Exemole VII : Emulsion rafffermissante pour le corps 



Palmitate d'octyl 


7.00% 


Tricaprylate/caprate de glycerol 


3,00% 


Octanoate tfoctyl 


2,00 % 


Phenyl trimethicone 


2,00 % 


Glycerine 


2,00 % 


Acide stearique 


1,00% 


Stearate de soibitan, 20 OE 


0,90% 


Alcool cetylique 


0,50 % 


Alcool steaiylique 


0,50% 


Extrait lipidique E2 de SKC 


0,50 % 


Caibomer 


0,40% 


Gomme Xanthane 


0.20% 


Stearate de sorbitan 


0.10 % 


Neutralisant 


qs. 


Conservateuis 


qs. 


Parfiim, Colorants 


qs. 


Eau 


qsp 100,00 % 



Exemple VIII ! Emubion-gel pour le visage, anti-rides 

5 



Glycerine 


5,00% 


Caprylic/capric/Succinic triglycerides 


3,00% 


Methoxycinnamate d'octyl 


1,00% 


Acrylates/ClO-30 alkyl aciylate 
crosspolymer 


0,50% 


Hydrolysat de proteine de ble 


0,50% 


Dimethicone copolyol 


0,50 % 


Boldine 


0,01 % 


Neutralisant 


qs. 


Conservatenrs 


qs. 


Parfiua. Colorants 


qs. 


Eau 


qsp 100,00 % 
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REVENDICATIONS 

1. Composition cosmedque, caracterisee en ce qu'elle compiend, a 
titre d* ingredient actif, au moins une substance favorisant la communication 

S intercelluiaire des cellules de la peau, en particulier des keratinocytes, des 
fibroblastes, et des pre-adipocytes de la peau. 

2. Composition selon la levendication 1, caracterisee en ce que ladite 
substance favorisant la communication intercelluiaire, &vorise la communication 
intercelluiaire a travers les jonctions communicantes des cellules de la peau, en 

10 particulier des keratinocytes, des fibroblastes, et des pre-adipocytes de la peau. 

3. Composition selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce que 
ladite substance favorisant la communication intercelluiaire, &vorise la formation 
de connexine, en particulier de connexine 43. 

4. Composition selon Tune des revendications 1 a 3, caracterisee en ce 
IS que ladite substance &vorisant la communication intercelluiaire comprend au 

moins un extrait lipidique de I'algue Skeletonema, notanunent de Talgue 
Skeletonema costatum, en particulier un extrait lipidique total de ladite algue. 

5. Composition selon la revendication 4, caracterisee en ce qu'il s'agit 
&m extrait obtenu par extraction de I'algue Skeletonema avec un solvant 

20 alcoolique choisi parmi le groupe consistent de I'isopropanol, de I'ethanol, et du 
methanol. 

6. Composition selon la revendication 5, caracterisee en ce que 
Textrait precite est obtenu par extraction de Talgue avec de I'isopropanol. 

7. Composition selon la revendication S, caracterisee en ce que 
25 I'extrait precite est obtenu par extraction de I'algue avec de TetfaanoL 

8. Composition selon Time des revendications 4 i 7, caracterisee en ce 
que I'extraction est realisee sous reflux. 

9. Composition selon Txme des revendications 4 i 8, caracterisee en ce 
que Talgue est congelee avant d'etre extraite avec le solvant alcoolique. de 

30 preference la congelation etant realisee a une temperature situee entre -40''C et * 
20^C environ et pendant une duree comprise de preference entre 1 et 7 jours 
environ. 

10. Composition selon I'une des revendications 4 a 9, caracterisee en 
ce que Talgue congelee est plongee directement dans le solvant alcoolique 

35 chauffg. 
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11. Composition selon Tune des revendications 5 a 10, caracterisee en 
ce que rextrait de Taigue precite est obtenu apres la succession des etapes 
suivantes : 

a) le solvant alcoolique est alcalinise jusqu'a un pH compris entre 10 
5 et 14, de preference a un pH egal a 13, par cxemple avec une 

solution aqueuse d'hydroxyde de sodium ou avec une solution 
aqueuse d*hydroxyde de potassium, 

b) les insolubles sont elimines de la phase hydro-alcoolique, 

c) de Teau distillee est ajoutee a la phase hydro-alcoolique, 

10 d) la solution obtenue subit une extraction liquide-liquide avec un 

solvant apolaire non miscible avec la phase hydro-alcoolique, tel 
que par exemple Fheptane, I'hexane ou le cyclohexane, 

e) ia phase contenant le solvant apolaire est eliminee, 

f) la phase hydro-alcoolique recuperee apres elimination de la phase 
IS contenant le solvant apolaire, est acidifiee jusqu*a un pH compris 

mtre 1 et 3, de preference a un pH egal a 2, par exemple avec une 
solution aqueuse d'acide sulfiirique ou avec une solution aqueuse 
d*acide chlorhydrique, 

g) la solution obtenue apres acidification subit une extraction liquide- 
20 liquide avec un solvant apolaire non miscible avec la phase hydro- 
alcoolique, tel que par exemple Theptane, Thexane ou le 
cyclohexane, 

h) la phase hydro-alcoolique est eliminee, 

i) la phase contenant le solvant apolaire r&niperee apres elimination 
25 de la phase hydro-alcoolique subit une evaporation afin d'obtenir 

une huile exempte de solvant apolaire, cette huile 6tant Textrait 
recherche. 

12. Composition selon la revendication 4, caracteris6e en ce que 
I'extrait pr6cite est ob^u par extraction au CO2 supercritique. 

30 13. Composition selon l*une des revendications Sill, caracterisee en 

ce que, avant toute operation d'extraction, on r^ise une maceration de Talgue 
dans le solvant alcoolique k temperature ambiante, de preference pendant une 
duree comprise ratre S minutes et 80 minutes raviron, et de prefikence encore, 
pendant une duree comprise entre 20 minutes et 40 minutes environ. 

35 14. Composition selon Tune des revendications S a 10, ou 13, 

caracterisee en ce que la quantite de solvant alcoolique utilisee est comprise entre 
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0,1 litre et 20 litres environ de solvant, de preference comprise entre 2 litres et 
10 litres environ de solvant, pour 100 g tfalgue, exprime en poids sec d*algue. 

15. Composition selon Ihme des revendications 4 a 14, caract6risee en 
ce que Textraction est realisee sous atmosphere inerte, de preference sous 

S atmosphere saturie en azote. 

16. Composition selon Tune des revendications 4 a IS, caract^risee en 
ce qu'elle comprend de 0,01% a 10% environ, et en paiticulier de 0,1% a 3% 
environ en poids dudit extrait lipidique de Talgue Skeletonema, notamment de 
I'algue Skeletoi^ma costatum par rapport au poids total de la composition finale. 

10 17. Composition selon Ihme des revendications 1^3, caracterisee en 

ce que ladite substance favorisant la communication intercellulaire des cellules de 
la peau est la boldine. 

18. Composition selon la revendications 17, caracterisee en ce qu'elle 
comprend de 0,001% a 10% environ, et en particulier de 0,01% a 1% environ en 

1 5 poids de boldine par rapport au poids total de la composition finale. 

19. Utilisation d'au moins une substance fiivorisant la communication 
intercellulaire des keratinocytes, des fibroblastes, et des pre-adipocytes de la peau, 
comme agoit cosmetique, eventuellement en presence dhm v£hicule 
cosm^dquement acceptable. 

20 20. Utilisation selon la revendication 19, caractdrisee en ce que ladite 

substance fiivcmsant la communication intercellulaire, favorise la communication 
intercellulaire a travers les jonctions communicantes des keratinocytes, des 
fibroblastes, et des pre-adipocytes de la peau. 

21. Utilisation selon la revendication 19 ou 20, caracterisee en ce que 
25 la substance &vorisant la communication intercellulaire favorise la formation de 

connexine, en particulier de connexine 43. 

22. Utilisation selon Tune des revendications 19 a 21, caracterisee en 
ce que ladite substance comprend au moins un extrait lipidique de Talgue 
Skeletonema, notamment de Talgue Skeletonema costatum, en particulier un 

30 extrait lipidique total de ladite algue, notamment tel que dtSm a Ihrne quelconque 
des revendications 5 k 16, avantageusement un extrait obtenu par extraction 
liquide-liquide entre un alcool alcalinise puis acidifie et un solvant apolaire non 
miscible avec la phase hydro-alcoolique, tel que par exemple rhq>tane, Thexane 
ou le cyclohexane. 

35 23. Utilisation selon l*une des revendications 19 a 21, caracterisee en 

ce que ladite substance est la boldine. 
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24. Precede pour favoriser et/ou augmenter I*activite d*un agent 
cosmedque agissant directement dans la cellule ou par rinterm6diaire de seconds 
messagers intracellulaires, caracteris^ en ce qu'il comprend Fapplication simultane 
ou preliminaire a celle dudit agent cosmetique, sur les zones de la peau conceinee 

S dime personne en ayant besoin^ dWe quantite efficace d'au moins une substance 
favorisant la communication intercellulaire, en particulier une substance fiivorisant 
la communication intercellulaire telle que d£finie k Tune quelconque des 
revendications 2 a 18. 

25. Procede de traitement cosmetique anti-vieillissement de la peau, 
10 caracteris6 en ce qu*il comprend Fapplication sur les zones de la peau concern^ 

dime personne en ayant besoin, d'une quantite efficace d*au moins une substance 
favorisant la communication intercellulaire, pour obtenir un effet anti- 
vieillissement sur lesdites zones de la peau. notamment pour ameliorer la fermete 
cutanee, ameliorer I'elasticite de la peau, retarder Tapparition des rides ou 
IS diminuer leur profondeur, en particulier une substance favorisant la 
communication intercellulaire telle que definie a Tune quelconque des 
revendications 2 a 18. 
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FIG.1 

MODULATION DE LA COMMUNICATION INTERCELLULAIRE 
EN FONCTION DE L'AGE DES OONNEURS PAR EGRATI6NURE-CHAR6EMENT 
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FIG.2 



MODULATION DE LA COMMUNICATION INTERCELLULAIRE 
EN FONCTION DE L'AGE DES DONNEURS PAR MICRO-INJECTION 
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FIG.3 



EVOLUTION DU TAUX DE CONNEXINE 43 MESURE CHEZ DES KERATINOCYTES 
DE DONNEURS D'AGES DIFFERENTS PAR CYTOMETRIE EN FLUX 



marquage 




50 60 
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0 Donneurs "agees" 
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FIG.4 

MODULATION DE LA COMMUNICATION INTERCELLULAIRE 
CHEZ DES KHN DE DIFFERENTS DONNEURS TRAITES AVEC UN 
EXTRAIT LIPIDIQUE DE L'ALGUE SKC PAR EGRATIGNURE-CHARGEMENT 

0.60 T , 




Temoins Traifes SKC 
2.5Mg/nil/24h 

FIG.5 

MODULATION DE LA COMMUNICATION INTERCELLULAIRE 
CHEZ DES KHN DE DIFFERENTS DONNEURS TRAITES AVEC UN 
EXTRAIT LIPIDIQUE DE SKC PAR MICRO-INJECTION 
25 1 , 



20 




Temoins Traites SKC 
23M9/inl/24h 
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